Posudek na diplomovou praci Be. Jany Levé:
yImunomodulaéni ucinky extrakti z helminta na stfevni bunénou linii potkaniho
modelu

PfedloZena diplomova prace se zabyva studiem uginki tii typa extraktil z tasemnice
Hymenolepis diminuta na in vitro kulturu stfevnich epitelidlnich bunék z potkana s cilem
porovnat produkci vybranych cytokind v neindukovanych kulturach a kulturach, ve kterych
byla lipopolysacharidem indukované zangtliva odpovéd’. PredloZena diplomova prace je
soucasti komplexni studie zaméfené na prevenci a terapii idiopatickych stfevnich zan&td,
ktera je intenzivné feSena Laboratofi parazitarni terapie Parazitologického ustavu
Biologického centra AVCR, v.v.i.

Diplomova préce je tradi¢né rozdélena do hlavnich kapitol tivod, cil prace, material a
metody, vysledky, diskuze, zavér, seznam pouzitych zkratek a seznam pouzité literatury, které
obsahuji celou fadu podkapitol. Celkovy rozsah préce €ini 60 stran.

Uvodni &ast diplomové préce je zpracovéana pfehledng, pfi¢emz &tendfe postupng seznami
s principy helmintoterapie, mechanismy imunomodulace helminty, jejim vyuzitim ke zlep3eni
klinického priibéhu imunitng zprostfedkovanych onemocnéni, a druhy dosud testovanych
helmintd veetn€ H. diminuta, kterému se autorka vénuje podrobnéji v poslednim oddilu
uvodu.

Cil prace je jasné formulovan do jednoho hlavniho bodu, ktery je nasledné rozdélen do t¥i
dil¢ich chronologicky fazenych bodu, jejichZ postupné splnéni bylo nezbytné ke splnéni
hlavniho cile, jmenovité uréeni ¢asovych bodi vhodnych pro analyzu uginkh extrakti z H.
diminuta, otestovani vhodné koncentrace pouzitych extrakti a nakonec otestovani
imunomodulaénich uéinkd extraktd in vitro.

Kapitola material a metody obsahuje soupis pouzitého materialu a chemikalii a hlavnich
postupl a metod pouZivanych béhem feseni vyty&ené problematiky véetné piistrojového
vybaveni a grafického zpracovani ¢asového planu jednotlivych provedenych dil¢ich
experimentu.

Vysledky jsou podrobné zpracovany a jsou rozdéleny podle vyty&enych dilgich cilt a
metodickych postupti do jednotlivych podkapitol.

V diskuzi autorka hodnoti své vysledky a konfrontuje je s vysledky ostatnich autort
zab}'lvajicich se helmintoterapil’
prace.

Ke cti autorky bych rad zminil, Ze pfedloZena diplomova prace obsahuje pouze minimum
preklepi a pravopisnych chyb, coZ jiZ patfi ke standardu diplomovych praci z pracovisté
Skolitele.

K autorce mam nékolik vécnych dotazi:

1. Pro¢ autorka zvolila k aktivaci bunék koncentraci 1 pg LPS/ml média? S tim
souvisi i otazka, pro¢ autorka nechala LPS v kulturdch bunék po celou dobu
experimentu, priCemz standardné se pouziva jednorazova aktivace az 100X niz$i
koncentraci LPS a nisledna vyména za ¢isté médium, ve vaSem pripadé
s obsahem extrakti? Nemohla vysoka koncentrace LPS spoleéné s dlouhou
dobou piisobeni zapFi¢init degradaci bunééné kultury, kterou autorka zmiiiuje?

2. Podle jaké hodnoty byla prepocitivina relativni genova exprese jednotlivych
cytokini? Jinymi slovy, co bylo brino jako kalibritor (100% genova exprese)?



3. Jak si autorka vysvétluje zvySenou produkci TNFa u LPS-neaktivovanych bunék
v pFipadé ES a EL extrakti na obrizku 9?

Zavér: PiedloZenou diplomovou préci povazuji za zdafilou, spliiujici vyty¢ené cile. Vysledky
diplomové prace Bc. Jany Levé piedstavuji zékladni data potfebna pro dalsi studium
imunoterapie v in vitro modelu H. diminuta v laboratofi $kolitele.

Ptedlozena diplomova prace Bc. Jany Levé spliiuje veskeré pozadavky kladené na
diplomové prace na Pkirodovédecké fakult& Jihogeské univerzity v Ceskych Budéjovicich a

doporucuji ji k obhajobé.

V Ceskych Budg&jovicich, 30. 4. 2019 RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.



Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Jany Levé:

Imunomodulaéni uéinky extrakti z helminta na stFevni bunéc¢nou linii
potkaniho modelu

V piedlozené diplomové praci je zkouman vliv exkre¢nich/sekre¢nich produkti a
extraktil z larev a dospélct tasemnice Hymenolepis diminuta na genovou expresi TNF-a, IL-
17re a IL-33 stfevnimi epitelidlnimi buiikami ziskanymi z potkana. Stfevni bunky byly
stimulovany lipopolysacharidem nebo byly ponechany nestimulované. Resena problematika je
v souladu s vyzkumnymi cili Laboratote parazitarni terapie, mezi néz patii pravé studium vlivu
nepatogennich stfevnich parazitii na néktera imunitné zprostfedkovana onemocnéni.

Diplomova prace, tvofena 60 stranami, je standardné ¢lenéna na dvod, cil prace,
material a metody, vysledky, diskuzi, zavér, seznam pouzitych zkratek a seznam pouzité
literatury. Na prvni pohled prace plsobi Upravnym dojmem, snad jen podkapitoly kapitoly
diskuze by mohly byt ¢islované podobné jako je tomu u predchozich kapitol a vechny literarni
prameny v seznamu pouzité literatury by mohly byt oddéleny mezerami.

Prace je psana Ctivé, obsahuje pomérné malé mnozstvi preklepli a jen minimum
pravopisnych chyb. Misty se nicméné objevuji neobratné ¢i nejednoznaéné vyrazy, které nejsou
pfili§ vhodné pro odborny text. Néktera pouzita tvrzeni navic nejsou spravna. Napfiklad pokud
vim, larva se 3esti hacky se oznaduje jako onkosféra ¢i hexakant — tedy vyraz ,,onkosféra
s hexakantem* nedava smysl. V seznamu pouzitych zkratek je dale napsano, ze zkratka IL-17re
oznacuje fetézec e pro receptor IL-17e. Piesto je v textu prace IL-17re opakované fazen mezi
cytokiny.

V uvodu na 13 stranach autorka vystétluje termin helmintoterapie a pojednava o
schopnosti helmintd modulovat imunitni odpovéd’ hostitele. Dale se zabyva vyuZitim
exkre¢nich/sekre¢nich (E/S) produktd helmintl, extraktG z helmintd pfipravenych 1 Zivych
gervil v [é¢bé riiznych autoimunitnich onemocnéni a alergii u lidi. Velka ¢ast Gvodni kapitoly
je vénovana Zivotnimu cyklu a imunomodulaénim uéinkGim tasemnice H. diminuta. Autorka
nezapomina zminit ani roli stfevnich epitelialnich bunék v rozvoji Th2 imunitni odpovédi
béhem parazitarni infekce. Lze konstatovat, ze uvod zce souvisi s experimentalni Casti prace
a poskytuje dostatecné mnozstvi informaci.

Hlavni zamér i dil¢éi cile prace jsou jednoznaéné definovany. Jen bych byla trochu
konkrétnéjii a zminila, Zze imunomodulac¢ni G¢inky extraktii a E/S produktl budou hodnoceny
na zakladé jejich schopnosti ovlivnit expresi gend pro TNF, 1L-33 a IL-17re.

V kapitole material a metody (11 stran) autorka popisuje ziskavani larvocyst a dosp€lcti
H. diminuta, ptipravu E/S produkti a hrubych extrakti z dospélcii i larvalnich stadii, praci se
sttevni epitelidlni buné&nou linii z potkana, design jednotlivych experimenti, izolaci RNA i
piipravu cDNA pro naslednou analyzu real-time PCR. Vsechny pouzité postupy jsou
dostatené popsany tak, aby je bylo mozné zopakovat. Snad jen postup pfi méfeni koncentrace
extraktt by mohl byt popsany presnéji. Ke kapitole material a metody mam nasledujici
poznamky a pfipominky:



* Vse, co lze prelozit z anglictiny do cestiny (napf. fetal bovine serum, protein standard,
incubator, tissue culture flasks) by mélo byt napsano ¢esky.

e U potemnik® neni uveden zpusob jejich zisku.

e Neni uvedeno, jakéd pasaz strevnich epitelidlnich bunék byla pouzivana v experimentech.

e Ke spocitani relativni genové exprese nestaci pouze porovnat C, testovaného genu s C;
referenéniho genu. Jsou rfizné metody poéitani relativni genové exprese, napiiklad 2-44C
metoda nebo Pfafflova metoda. Vzdy by mélo byt uvedeno, jaka metoda byla pouzita.

e Piekvapuje mé, Ze jedna hvézdicka ,,je udélovana® uz v pfipadech, kdy hodnota p vyjde
mensi nez 0,1, tedy nulova hypotéza je zamitdna s pravdépodobnosti chyby az 10 %. Ptijde
mi to jako velké riziko. Standardné pro vznik statisticky vyznamného rozdilu musi vyjit p
<0,05.

e  Znazornéni pribéhu jednotlivych experiment formou diagramt se mi libi. Jestlize jsou
ale diagramy nakreslené spravné, znamenalo by to, Ze buiiky nebyly stimulovany LPS po
dobu 4, 8, 12 a 24 hod, nybrz po dobu 3, 7, 11 a 23 hod.

e Popisek ,,Aplikace HAES, HdEA, HdEL nebo vyména média“ ve Etenafi evokuje dojem,
ze médium bylo ménéno pouze u negativni a pozitivni kontroly.

Vysledky jednotlivych experimentd jsou na 8 stranach prace prezentovany formou
celkem 15 grafl. Lze konstatovat, ze vSechny dil¢i cile experimentalni prace byly splnény.
K vysledkové &asti bych méla dvé poznamky. Zaprvé bych si davala pozor na pouziti slova
,vyznamné®, které by se mélo dle mého nazoru uvadét opravdu jen tehdy, kdyz vyjdou
statisticky vyznamné rozdily mezi pFislusnymi skupinami. Napfiklad na strané 26 nejsou ve
druhém odstavci spravné interpretovana ziskana data. Ma druha poznamka se tyka statistického
hodnoceni dat. V pripadé experimenti 11 a 111 byl pouzit Studentiiv ¢-test k porovnani tfi a vice
primérii, coz by se nemélo délat. Studenttv #-test se uziva k porovnani pouze dvou priméri.
Uzitim ¢-testu k porovnani vice nez dvou skupin autorka jesté vice zvySuje pravdépodobnost
chyby prvniho druhu (tedy p), kterou si uz tak zvolila dosti vysokou (p <0,1).

Diskuzi, ktera zabira uctyhodnych 11 stran, povazuji za nejpovedené;si ¢ast predlozené
prace. Autorka zde kriticky hodnoti své vysledky a porovnava je s mnozstvim literarnich
zdroji, ¢imz zarovei dokazuje, Ze umi dobfe pracovat s odbornou literaturou. K diskusni ¢asti
prace nemam zavaznéjsi namitky. Snad jenom zminim, Ze na stran€ 41 je chybné napsano, Ze
,pisobeni HAEL na zdnétem ovlivnéné buiiky vyvolalo velmi vyznamné zvySeni genové
exprese TNF-0. K vyraznému zvySeni exprese TNF-a doslo u nestimulovanych bunék, nikoli
u bunék stimulovanych LPS.

V zavéru pak autorka shrnuje vysledky své prace. Chybné zde uvadi, ze ,vyrazné
zvyseni genové exprese 1L-33 po pouziti HdEA na zanétlivém modelu (s LPS) ukazuje na silny
nestimulovanych epitelidlnich bunék, nikoli u bun&k stimulovanych LPS. Chybi zhodnoceni
vlivu extraktl z helminta na expresi IL-17re.

Seznam pouzité literatury &td celkem 127 literarnich pramend — primarnich i
sekundarnich zdroji. Viechny publikace jsou citovany v jednotném formétu. VSimla jsem si
nicméné, Ze v pfipadé nékterych citovanych praci jsou chybné uvedeni autofi —jména nékterych



autorti bud’ chybi a/nebo jsou naopak uvedeni lidé, ktefi se na vzniku dané prace viibec

nepodileli. V seznamu pouzité literatury jsem nemohla najit citaci Parker et al., 2013, ktera se

opakované objevuje v textu prace.
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Na autorku mam nasledujici otazky:

PFi ¢teni kapitoly 1.1 jsem nepochopila, jaky je pfesné rozdil mezi ,,Old friends™ hypotézou
a ,,Biome depletion* teorii. Netikaji ob& hypotézy v podstaté totéz?

Jak konkrétné dochazi indukci Th2 imunitni odpovédi a s ni asociované produkce cytokini
IL-4, IL-5 a IL-13 k potlaceni zanétlivého procesu?

Neékolikrat v praci tvrdite, Ze alergie patfi mezi autoimunitni onemocnéni. Je to ale pravda?
Co maji alergie a autoimunitni onemocnéni spole¢ného a v ¢em se naopak lisi?

Receptor pro IL-17e/IL-25 je heterodimer tvofeny podjednotkami IL-17RA a IL-17RB/IL-
25R. IL-25 se vaze k IL-17RB, ale pro vyvolani u¢inku vyzaduje pfitomnost i IL-17RA.
Vy v préci tvrdite, Ze jste analyzovala expresi genu pro fetézec e (tedy IL-17RE). Jenomze
IL-17RE spole¢né s IL-17RA vytvaii receptor pro IL-17¢, coz je prozanétlivy cytokin.
Muizete toto vysvétlit?

V kapitole 3.8.3 tvrdite, Ze bylo pouzivano 20 pL. PCR smési tvorené 14 pL 5x
koncentrovaného master mixu, 1 pL primeri a sondy a 5 pL. 10x nafedéné cDNA. Nemély
byt ale uzity jen 4 uL master mixu?

Byly strevni epitelialni bufiky v jednotlivych experimentech stimulovany LPS po dobu 3
hodin nebo po dobu 4 hodin?

I pies viechny vyse uvedené vyhrady a pfipominky se domnivam, Ze ptedloZena prace

spliiuje naroky kladené na diplomové prace na Pfirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity a
doporuéuji ji proto k obhajobé. Pfedb&zné praci hodnotim jako velmi dobrou az vybornou. O
koneéné znamce rozhodnu na zakladé pribéhu obhajoby.

V Ceskych Budgjovicich dne 15.5.2019

Nusldons”

Mgr. Adéla Chlastakova



